原发免疫性血小板减少症（ITP）是由于患者对自身血小板抗原免疫失耐受而导致免疫介导的血小板破坏增多和巨核细胞血小板生成不足，进而出现外周血小板减少的一种出血性疾病[@b1]。近年来研究发现，B细胞亚群和B细胞稳态失衡导致针对血小板膜糖蛋白的致病性抗体的形成，促进了单核-巨噬细胞系统在脾脏和肝脏破坏血小板，抑制巨核细胞成熟参与了ITP的发生[@b2]--[@b3]。因此，针对B细胞的靶向治疗药物利妥昔单抗已广泛应用于ITP的治疗，治疗反应率达60%，但仍有约40%患者无效或复发[@b4]。ITP是一种异质性很强的自身免疫性疾病，多种异常免疫因素参与了ITP的发生和发展，B细胞异常是否ITP发生的主要原因决定了利妥昔单抗是否获得治疗反应[@b5]。鉴于利妥昔单抗治疗费用较高，建立利妥昔单抗疗效的早期预测体系能够有效降低患者的经济负担并合理制定下一步治疗计划。血小板计数是直观和简便地反映治疗效果的临床指标之一，本研究利用诊断实验方法建立利妥昔单抗疗效的早期预测体系。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：2011年1月1日至2014年12月31日就诊于我院的103例慢性ITP患者纳入本研究，男46例，女57例，中位年龄30（18\~67）岁，诊断符合文献[@b6]标准。患者在接受利妥昔单抗治疗前均再次进行诊断评估（骨髓细胞形态学与病理检查、流式细胞术、染色体核型分析、血液肿瘤相关融合基因、自身抗体谱、病毒学等检查）。本研究经医院伦理委员会批准，患者均知情同意。

2．免疫组化染色检测骨髓CD41^+^巨核细胞：常规进行骨髓涂片（约2.5 cm × 3.0 cm），然后进行常规瑞特-吉姆萨染色和SAP染色，光镜下计数CD41^+^巨核细胞。

3．治疗方案：利妥昔单抗100 mg静脉滴注每周1次，连用4次。利妥昔单抗治疗前30 min给予甲泼尼龙40 mg静脉滴注，以预防相关不良反应。利妥昔单抗100 mg加入100 ml生理盐水中，滴注速度为50 mg/h。出现不良反应时减慢或停止给药并给予相应处理。利妥昔单抗开始滴注后给予持续心电监护24 h，监测血压和心率的变化。PLT≤10×10^9^/L或有明显出血倾向者，利妥昔单抗治疗前予以血小板悬液输注。

4．疗效判定标准及随访：为判断利妥昔单抗疗效，所有入组患者在利妥昔单抗治疗完成后均随访2年。参照文献[@b6]标准，将利妥昔单抗治疗后PLT≥50×10^9^/L且未接受其他治疗定义为治疗成功，PLT\<50×10^9^/L定义为治疗无效。长期反应：利妥昔单抗治疗结束且未加用其他治疗的情况下2个月血小板计数持续≥50 ×10^9^/L以上且无活动性出血。首剂利妥昔单抗后第1、3、5、7、14、30、60、90、180、270、360天门诊复查血小板计数。以PLT\<50×10^9^/L为随访终点。中位随访时间185（0\~1 440）d。

5．统计学处理：应用SPSS 21.0软件进行数据分析，计量资料比较采用秩和检验，计数资料比较采用卡方检验，多因素分析采用非条件Logistic回归分析。诊断实验采用描绘受试者工作特征（ROC）曲线，并确定ROC曲线下方面积。绘制Kaplan-Meier生存曲线，各组生存曲线比较应用Log-rank检验。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．一般资料、诊断情况及疗效分组：本研究纳入103例慢性ITP患者，治疗成功组39例（37.9%），治疗无效组64例。成功组中位病程为24（12\~360）个月，无效组为21（12\~120）个月。成功组初诊骨髓CD41^+^巨核细胞计数高于无效组（*P*\<0.001），其他指标比较差异均无统计学意义，详见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 103例慢性原发免疫性血小板减少症患者的基本临床资料

  指标                                               无效组（64例）   成功组（39例）        统计量          *P*值
  ------------------------------------------------- ---------------- ---------------- ------------------- ---------
  中位年龄［岁，*M*（范围）］                          32(18～67)       30(19～62)      −1.560（*z*值）     0.117
  性别［例（%）］                                                                      0.057（*χ*^2^值）    0.812
   男                                                  28（43.8）       18（46.2）                        
   女                                                  36（56.2）       21（53.8）                        
  病程［月，*M*（范围）］                             24(12～360)      21(12～120)      −1.295（*z*值）     0.195
  初诊PLT［×10^9^／L，*M*（范围）］                   12.5(1～70)        7(0～51)       1.193（*t*值）      0.236
  基线PLT［×10^9^／L，*M*（范围）］                    9(2～211)        10(0～173)      −0.706（*t*值）     0.482
  用药史［例（%）］                                                                     1.432（*z*值）      0.489
   一线（糖皮质激素、静脉丙种球蛋白）                  32（50.0）       24（61.5）                        
   二线（rhTPO、环孢素A、达那唑、长春新碱）            8（12.5）         3（7.7）                         
   多药联合                                            24（37.5）       12（30.8）                        
  初诊骨髓CD41^＋^巨核细胞计数［个，*M*（范围）］    136(0～1 816)    544(62～2 304)    4.599（*z*值）     \<0.001
  血小板自身抗体［例（%）］                                                             5.260（*z*值）      0.154
   ⅡbⅢa                                                 19(29.7)         18(46.2)                         
   ⅠbⅨ                                                   1(1.6)           3(7.7)                          
   ⅠaⅡa                                                  4(6.2)          2(10.3)                          
   阴性                                                43（64.2）       20（46.5）                        

2．慢性ITP患者利妥昔单抗治疗无效的的多因素分析：将相关临床指标（性别、年龄\>40岁、病程\>2年、初诊PLT\<10×10^9^/L、是否联合用药、血小板自身抗体是否阳性、骨髓CD41^+^巨核细胞计数\<150个）进行多因素Logistic回归分析，结果显示骨髓CD41^+^巨核细胞\<150个\[*P*=0.003，*OR*=5.253（95%*CI* 1.784\~15.471）\]是利妥昔单抗治疗无效的独立危险因素。

3．初诊骨髓CD41^+^巨核细胞计数对利妥昔单抗长期反应率的影响：将患者按照初诊骨髓CD41^+^巨核细胞计数分为\<150个、≥150个两组。巨核细胞\<150个、\>150个组1年长期反应率分别为17.5%（7/40）、50.6%（31/63）（*P*=0.001），提示骨髓巨核细胞计数与长期反应率显著相关（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。

![骨髓巨核细胞计数对慢性原发免疫性血小板减少症患者利妥昔单抗长期反应率的影响](cjh-39-07-573-g001){#figure1}

4．首剂利妥昔单抗治疗后各随访间截点血小板计数变化：首剂利妥昔单抗治疗后第1、5、7天，成功组与无效组中位血小板计数差异均无统计学意义。首剂利妥昔单抗治疗后第3天，成功组中位血小板计数低于无效组\[23（1\~211）×10^9^/L对41（5\~562）×10^9^/L，*z*=−2.362，*P*=0.020\]，可能与无效组患者接受血小板输注以及使用静脉丙种球蛋白（IVIG）有关。利妥昔单抗治疗后第14天，成功组中位血小板计数高于无效组，在随后的各随访截点，成功组中位血小板计数进一步回升并维持正常水平，无效组中位血小板计数则持续低于正常水平，两组比较差异均有统计学意义（*P*\<0.001）。详见[表2](#t02){ref-type="table"}。

###### 慢性原发免疫性血小板减少症患者首剂利妥昔单抗治疗后不同随访截点血小板计数\[×10^9^/L，*M*（范围）\]

  组别      首剂利妥昔单抗治疗后时间（d）                                                                                                                 
  -------- ------------------------------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------- ----------
  成功组                 22                    23         37         44         41         46         58        112        121        124         133        124
                      (0～391)              (1～211)   (5～380)   (2～223)   (8～384)   (5～321)   (6～274)   (8～283)   (4～254)   (3～280)   (34～234)   (8～283)
  无效组                 20                    41         29         29         23         21         24         20         19         17        16.5         17
                      (2～197)              (5～562)   (1～185)   (1～270)   (0～106)   (3～323)   (2～128)   (0～97)    (0～90)    (2～123)   (0～243)    (2～213)
                                                                                                                                                          
  *z*值                −1.214                −2.362     −1.660     −1.846     −2.989     −2.813     −4.050     −7.104     −7.457     −7.815     −8.155      −7.795
  *P*值                 0.225                0.020      0.097      0.065      0.003      0.005     \<0.001    \<0.001    \<0.001    \<0.001     \<0.001    \<0.001

5．不同随访时间点血小板计数预测利妥昔单抗治疗慢性ITP疗效的敏感度、特异度、阳性预测值及阴性预测值：通过对不同随访时间点血小板计数的ROC曲线分析，血小板计数的理想截断点为50×10^9^/L，首剂利妥昔单抗治疗后第14天，ROC曲线下方面积（AUC~ROC~）为0.676（95% *CI* 0.568\~0.784，*P*=0.003），预测慢性ITP患者利妥昔单抗最终疗效的敏感度、特异度分别为48.7%、87.5%。随着随访时间的推移，血小板计数的预测准确性也越来越高，利妥昔单抗治疗后第30、60天的AUC~ROC~分别为0.739（95%*CI* 0.640\~0.837，*P*\<0.001）和0.918（95%*CI* 0.855\~0.982，*P*\<0.001）（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。以血小板计数50×10^9^/L为理想截断点，每个随访时间的血小板计数的敏感度、特异度、阳性预测值（PPV）和阴性预测值（NPV）见[表3](#t03){ref-type="table"}。

![首剂利妥昔单抗治疗后第14、30、60天预测疗效的ROC曲线](cjh-39-07-573-g002){#figure2}

###### 慢性原发免疫性血小板减少症患者首剂利妥昔单抗治疗后不同随访截点的敏感度、特异度、阳性预测值和阳性预测值

  指标      首剂利妥昔单抗治疗后时间（d）                                                                                  
  -------- ------------------------------- ------- ------- ------- ------- ------- ------- ------- ------- ------- ------- -------
  敏感度                0.359               0.462   0.410   0.436   0.487   0.487   0.564   0.872   0.923   0.949   0.949   0.940
  特异度                0.828               0.750   0.734   0.564   0.875   0.781   0.812   0.937   0.937   0.953   0.969   0.970
  PPV(%)                68.2                65.9    60.7    50.0    51.3    69.0    70.4    89.4    93.6    95.2    96.8    96.9
  NPV(%)                58.2                58.2    55.4    50.0    96.5    60.4    74.7    92.3    92.4    94.9    95.0    94.1

注：PPV：阳性预测值；NPV：阴性预测值。以血小板计数50×10^9^/L为预测疗效的最佳界值

6．联合不同随访截点血小板计数预测利妥昔单抗治疗慢性ITP疗效：基于每个随访截点的AUC~ROC~值以及早期预测的便利性同时避免早期其他治疗方案影响血小板水平而带来的统计误差，以血小板计数50×10^9^为预测截断点，首剂利妥昔单抗治疗后第14、30、60天的血小板计数可构成一个临床实用的疗效评估体系（[图3](#figure3){ref-type="fig"}）。当利妥昔单抗治疗后第14天PLT\>50×10^9^/L且第30天血小板计数仍\>50×10^9^/L、PPV 75.0%，可考虑停止随访。首剂利妥昔单抗治疗后第30天PLT\<50×10^9^/L、NPV 42.8%者应继续随访；第60天PLT\>50×10^9^/L、PPV90.0%者可终止随访，PLT\<50×10^9^/L、NPV 80.0%者提示治疗无效。如果首剂利妥昔单抗治疗后第14天患者PLT\<50×10^9^/L且第30天仍\<50×10^9^/L、NPV为74.0%提示治疗无效。如果第30天PLT\>50×10^9^/L、PPV为33.0%，需要继续随访。首剂利妥昔单抗后第60天如PLT\>50×10^9^/L、PPV为100%可考虑终止随访，PLT\<50×10^9^/L、NPV100%提示治疗无效。

![利妥昔单抗治疗慢性原发免疫性血小板减少症的疗效预测体系\
PPV：阳性预测值；NPV：阴性预测值](cjh-39-07-573-g003){#figure3}

讨论 {#s3}
====

利妥昔单抗的应用使ITP治疗进入了靶向治疗的新时代[@b7]。2011年美国血液学协会ITP国际工作组发表的诊治指南将疗效分为5个等级。然而疗效随访定义的繁琐以及未能明确血小板计数监测的时间截点的意义也降低了该标准的临床实用性[@b8]。为了简化研究方案、避免混杂因素，结合国外相关研究标准，本研究将PLT\>50×10^9^定义治疗成功，103例慢性复发难治性ITP患者的治疗成功率为37.9%，低于文献[@b9]--[@b10]报道的国内其他相同剂量利妥昔单抗的疗效，考虑与本组病例病程均大于1年且随访时间较长有关。2008年Godeau等[@b11]报告了利妥昔单抗治疗慢性ITP多中心前瞻性的单臂研究结果，2年的总反应率（PLT\>50×10^9^/L）为33.3%。2012年Patel等[@b12]回顾分析了糖皮质激素治疗无效ITP患者接受利妥昔单抗治疗的16项单臂试验结果，2年总反应率（PLT\>50×10^9^/L）为31%，5年总反应率为21%。2014年Khellaf等[@b13]报告了利妥昔单抗治疗成人ITP多中心的前瞻性研究结果，2年总反应率（PLT\>50×10^9^/L）为39%。2015年Miyakawa等[@b14]应用利妥昔单抗治疗慢性难治性ITP，6个月总反应率（PLT\>50×10^9^/L）为30.8%。2016年，一项来自意大利的回顾性研究[@b15]显示，利妥昔单抗治疗一线治疗无效慢性ITP患者59个月的CR率为30%。上述结果与本研究结果一致，表明利妥昔单抗可使少数慢性ITP患者获得长期CR。因此，寻找简便而实用的利妥昔单抗治疗慢性ITP疗效的预测方法十分重要。

Bussel等[@b16]研究发现，女性患者和病程\<24个月与利妥昔单抗联合地塞米松治疗的长期CR率相关。但是，目前仍缺少明确的预测利妥昔单抗单药治疗慢性ITP疗效的临床指标。Khellaf等[@b13]研究发现，病程\<1年的ITP患者利妥昔单抗单药治疗更易维持长期CR。2016年，Marangon等[@b15]研究了影响利妥昔单抗单药治疗慢性ITP疗效的临床因素，发现年龄\<40岁、女性患者更容易获得长期CR。然而，本研究并未发现年龄、性别、病程以及其他临床指标与利妥昔单抗疗效相关，这可能与治疗不规范、多种药物联用、过度使用免疫抑制剂有关。

本研究中，我们首次发现骨髓巨核细胞计数\<150个是利妥昔单抗治疗无效的独立危险因素。2015年，一项来自日本的多中心临床研究发现对血小板生成素受体激动剂（TPORA）反应不佳的患者对利妥昔单抗的治疗反应较差[@b14]，提示利妥昔单抗不能使巨核细胞质和量异常为主要发病因素的患者获得较好的治疗反应。因此，患者在利妥昔单抗治疗前应该进行巨核细胞计数检查，巨核细胞较少的患者应慎重选择利妥昔单抗。同时，ITP患者如何优化TPORA治疗方案值得进一步研究。

目前，血小板计数仍是疗效判断最直观和简便的临床指标。本研究发现治疗成功组与失无效组血小板恢复趋势存在显著的区别。在接受利妥昔单抗治疗的第一周，两组患者中位血小板计数均缓慢回升，成功组和无效组患者中位血小板计数分别在第3天和第7天到达第一次的峰值，这与早期部分出血倾向严重的患者输注血小板以及接受IVIG输注有关。随后成功组中位血小板计数开始下降，在第7天达谷值。此后成功组血小板计数又开始回升第14天达第二个峰值，第60天趋于CR，与文献[@b17]--[@b18]报道的ITP患者接受利妥昔单抗治疗后血小板恢复分为快速起效和迟发起效类似。

本研究中，首剂利妥昔单抗治疗后第14天，两组患者血小板计数比较开始出现统计学意义。随着时间的推移，虽然通过每个血小板计数的敏感性和AUC~ROC~值，不同随访截点血小板计数治疗预后准确性逐步增加，但是以某一点的血小板计数来预测最终的疗效仍然存在误差。因此，为了准确预测基于血小板计数评估的患者最终疗效，我们提出建立随访评估体系来增加预测的精准度和减少随访时间。例如，当患者利妥昔单抗治疗后第14和30天血小板计数均\<50×10^9^时，治疗可能无效（NPV 74.0%），此时应考虑更换其他治疗方案。而当患者利妥昔单抗治疗后第14和30天PLT\>50×10^9^/L时，治疗可能成功（PPV 75.0%），可减少随访次数。

鉴于多数患者在入院时伴有严重的血小板减少和较高的出血风险，在治疗早期大部分患者接受了IVIG、糖皮质激素及血小板输注治疗，从而对血小板计数水平造成影响。为了早期预测疗效且避免其他治疗影响疗效判断，利用ROC曲线分析，我们认为首剂利妥昔单抗治疗后第14、30、60天血小板计数具有疗效预测价值。基于上述结果，我们选择利用首剂利妥昔单抗治疗后第14、30、60天血小板水平构成疗效预测体系。

综上所述，本研究结果显示，利妥昔单抗可使部分慢性ITP患者获得长期缓解，骨髓巨核细胞计数\<150个的患者应慎重选择利妥昔单抗治疗，首剂利妥昔单抗治疗后14、30、60天血小板计数构成的疗效预测体系有助于随访和治疗计划的制订。

[^1]: 王诗轩（现在南昌大学第一附属医院血液科，330006）
